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噴火湾東部海域産ホタテガイにおける下痢性総記の消長
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　プランクトンを食物源とする二枚貝は，Z珈。ヵ勿諮ヵ処
漉など数種の渦鞭毛藻類に由来する毒成分を蓄積し，下
痢などの消化器系障害を主徴とする食中毒の原因となるこ
とがある1）．この食中毒はその特徴的中毒症状から下痢性
貝中毒と呼ばれ，1976年に宮城県でムラサキイガイによ
る食中毒が発生して2）以来多数の患者が確認され3－6），食
品衛生上ならびに水産経済上重要な問題となっている．こ
のため，生産海域ごとに二枚貝の毒力がマウス試験法7）に
より定期的に測定され，監視されている．
　今までに，この下痢性貝毒成分として多数のポリエーテ
ル化合物の存在が報告されている．すなわち，オカダ酸
（OA）とその類縁体であるディノフィシストキシン
（DTX）群，これらと基本骨格が異なるペクテノトキシン
（PTX）群等である1）（Fig．1）．現在，このうち，　OAと
DTX群が強い下痢原性を有するものと考えられている1）．
　著者等は噴火湾東部海域産ホタテガイの下痢性貝毒をマ
ウス試験法により定期的に測定してきた．今回，この下痢
性貝毒の消長を，液体クロマトグラフィー・質量分析法
（LC／MS）による下痢性貝毒成分の測定結果とともに，
報告する．
方 法
1．試料
　噴火湾東部海域（虻田）産の垂下養殖ホタテガイ
勘’加勿6纏兜s∫oθπsゐを1996年から2001年にかけほぼ
月1回定期的に採取し，その中腸腺5個以上を合わせて1
試料とした．
2．マウス試験
　1981年5月19日付厚生省環乳第37号別添に定める下
痢性貝毒検査法ηに従い，マウス試験を行った．マウス試
験用試料溶液は，むき身400g相当量の中腸腺を用い，毒
成分を抽出し，10mしにメスアップして調製した．マウ
ス試験にはddY系雄（日本エスエルシー）を使用した．
この試験法で示される毒力（MU／g）はむき身！g当たり
のマウスユニット（MU）で表され，1MUは体重16一
20gのマウスを24時間で死亡させる毒量と定義されてい
る7）．
3．LC／MS
　Table　1に示すように，エレクトロスプレーをイオン化
法とするGotoら8）またはSuzukiら9）のしC／MS法に準
じ，OA，　DTX　1とPTX　6，　PTX　1とPTX　2，　pa1DTX　1
を，それぞれ，測定した．なお，PTX　1とPTX　2の測定
は，いずれも，本分析条件下で最も高いイオン強度を示し
たナトリウムイオン付加体を選択イオンとして行った．
LC／MS用試料溶液の調製は，　Fig．2に示すように，　Goto
らの方法8）に従って行った．すなわち，中腸腺のメタノー
ル抽出液をクロロホルムに転溶した後，固相抽出カート
リッジ（Sep－Pak　plus　silica，　Waters）を用いてクリーン
アップを行い，PTX　lとPTX　2を溶出したA分画とその
他の毒成分を溶出したB分画を得，A分画についてはさら
に鯵ヘキサンで洗浄した．毒成分の含量は試料の前後に
。
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Fig．1　Structure　of　Diarrhetic　Shellfish
　　　Toxins　Analyzed　in　This　Study
o
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Table　l　LC／MS　Conditions　for　Analysis　of　Diarrhetic　Shellfish　Toxins
Condition Toxins
OA，　DTX1，　PTX6 PTX1，　PTX2 pa1DTX1
Column
Mobile　phase
Flow　rate
Column　temperature
SIM
Mightysil　RP－18，3μm，
　2．0×100mm（Kanto）
Develosil　ODS－MG－3，3μm，　Capcellpak　C18　UG120，3μm，
　2．0×150mm（Nomura）　　　2．0×1501nm（Shiseido）
MeCN／0．33％AcOH（7：3，　v／v）MeCN／0．05％AcOH（7：3，　v／v）MeOH／2．5％AcOH（98：2，　v／v）
0ユmL／min
40℃
m／z803．5，817．5，887．4
　（negative　ion　rnode）
0．1mL／min
40℃
m／z897．5，881．5
　（positive　ion　mode）
0．1rr1工」／mir1
40℃
nユ／z1055．7
　（negative　ion　mode）
’
Midgut　glands　29
　1．　added　18　血L　of　90％　皿ethano　l
　2．　hQ皿Qgenized
　3．cen七rifuged　at　2500　rp皿for　10皿in
Supernatant　5皿正
　1．　added　2　皿L　of　O．5％　acetic　acid
　2，　extracted　twice　with　7　mL　of　ch工orofor皿
　3．　co皿bined　七he　chlorofor皿　layers
　4．皿ade　up　to　20　皿L　with　chloroform
Chlorofor皿　1ayer　10皿L
　1．　evaporated
　2．dried　mder　nitrogen　strea皿
　3．　dissolved　in　3　皿L　of　chlorofor皿　in　three　portions
Chloroform　solution
Fr．　A
　1．　dried　under　nitrogen　strea皿
　2．added　1　皿l　of　80％　皿ethanol
　3。　washed　twice　with　l　mL　of　hexane
80％　皿etha皿ol　layer
　1．　evaporated
　2．　dissolved　in　O．5　mL　of皿ethano1
1．　10aded　on七〇　Sep－Pak　plus　silica　cartridge　colu皿n
2．　washed　with　1．5　皿L　of　acetone
3．elu七ed　PTXI　and　PTX2　wi七h　another　1，5皿L　of　ace七〇ne，　（Fr．　A）
4．　washed　w　i　th　7血L　of　ace七Gne
5，　eluted　the　re皿aining　toxins　with　10　ml
　　　　　　　　　　　　　of　acetone一皿e七hanol　（3：7），　（Fr，B）
Fr．　B
　1．　dried　under　nitrogen　strea皿
　2．　dissolved　in　O．5　皿L　of　皿ethanol
Test　solu七ion　for　analysis　of　the　re皿aining　toxins
Test　solution　fol・analysis　of　PTXI　and　PTX2
Fig．2　Scheme　for　Preparation　of　Test　Solution　for　LC／MS　Analysis
分析した標準品の平均値を用いて算出し，毒力に換算し
た10・11）．
　装置は以下のものを使用した．システムコントロー
ラー：Shimadzu　SCL－10　A砂，デガッサー：Shilnadzu
DUG－14　A，サンプルインジェクター：Rheodyne　8125，
ポンプ：Shimadzu　LC－10　AD砂，カラムオーブン：
Shimadzu　CTO－10　A勿，質量分析計：Shimadzu　LCMS
2010．
4．試薬と下痢性三三標準品
　メタノール，アセトニトリル，酢酸は和光純薬工業㈱製
HPLC用を，他の試薬は特級以上を使用した．水は比抵
抗18MΩ・cm以上の超純水を使用した．
　下痢性貝毒標準品（OA，　DTX　1，　palDTX　1，　PTX　1，
PTX　2，　PTX　6）は水産庁の赤潮・貝毒対策支援強化事
業の一環として（財）日本食品分析センターから配布された
ものを用いた．
結果及び考察
　マウス試験法で得られた下痢性貝毒毒力の消長をFig．3
に示した．ただし，複数回測定した月では高い毒力をその
月の代表値とした．なお，図中の黒棒は毒が検出されたこ
とを，その上端と下端は，それぞれ，毒力の上限値と下限
値を示している．また，白棒は毒が検出限界以下であるこ
とを，その上端は検出限界（0．025MU／g）を示している．
下痢性二二は，1996年2，5，6，7月，1997年5，6，7，
8月，1998年9，11，12月，1999年4，5，7月，2000年
4，5，6月，2001年5月に検出された．その値は，1999
年5，7月を除き，0．025－0．05MU／gまたは0．05－0．1
MU／gであった．一方，とれらと比較し，1999年5月は
0．4－0．8MU／gと極めて高い値で，同年7月も0．1－0．2
MU／gと高い値であった．
　言言で最大六戸を示した月（1996年7月，1997年5月，
1998年11月，1999年5月，2000年6月，2001年5月）
の試料についてLC／MS法により下痢性貝毒成分を測定
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　Fig．3　Monthly　Change　in　Diarrhetic　Shelifish
　　　　　Toxicity　Determined　with　Mouse　Bioassay
　Black　and　white　bar　show　that　the　result　of　mQuse　bioassay　is
posi亡ive　and　negative，　respecdvely．　Also，亡op　and　bo亡tom　of
black　bar　represent　upper　and　lower　Iimit　of　toxicity，　respectively，
and　top　of　white　bar　represents　detection　limit（0．025MU／g　of
shucked　body）．　ln　addition，★indicates　that　the　sample　was
applied　to　LC／MS　analysis　alld　the　result　is　shown　in　Fig．4．
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Fig．4　Content　and　Toxicity　of　Diarrhetic　Shellfish
　　　丁oxins　Analyzed　with　LC／MS　in　Samples
Table　2Comparison　of　LC／MS　Analysis　with　Mouse
Bioassay　in　Toxicity　of　Samples
Sampling　time
　（Y／M）
　　Toxicity（MU／9）　　　　　　　　　　　　　　Ratio＊LC／MSlq11）Mouse　bioassay
1996／7
1997／5
1998／11
1999／5
2000／6
2001／5
0．033
0．073
0．053
0．248
0．034
0．062
0．05－0．1　　　　0．33－0．66
0．05－0．1　　　　0．73－1．45
0．05－0．1　　　　0．53－1．05
　0．4－0．8　　　　0．31－0．62
0．05－0．1　　　　0．34－0．68
0．025－0．05　　　1．24－2．48
＊Ratio　of　LC／MS　to　Inouse　bioassay　in　toxicity
し，含量と毒力をFig．4に示した．含量と毒力のいずれ
においても，OAとその類縁体（DTX　1，　palDTX　1）は
検出限界以下または低い値を示す一方，PTX群（PTX　1，
PTX　2，　PTX　6）はOAやその類縁体と比較し高い値を，
しかもその多くは非常に高い値を示した．これら毒成分の
毒力の総和をLC／MSの毒力とし，マウス試験による毒
力と比較したところ（Table　2），試料により変動はあるも
のの，いずれも数割以上に相応した．
　以上の結果から，噴火湾東部海域産ホタテガイは春から
夏にかけての時期に下痢性貝毒により毒化する傾向にある
こと，しかし，他の時期に毒化することも，梅毒力を示す
こともあることが確認された．また，これらの毒化に対し
OAとその類縁体は寄与しても低レベルにある一方，
PTX群はOAやその類縁体と比較して高レベルで寄与す
るものと考えられた．
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　稿を．終えるにあたり，ホタテガイの採取に尽力された胆
振地区水産技術普及指導所を始めとする関係各位に謝意を
表し．ます．なお，本調査研究は平成10～15年に実施した
一般試験研究「貝毒に関する調査研究一巻貝唾液腺のテト
ラミンと二枚貝の下痢性貝毒成分に関する調査研究一」の
一環として行われたことを付記する．
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